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Komplekt artus HSV-1/2 LC PCR Kit

Kasutamiseks koos LightCycleri seadmega.

1. Komplekti sisu

Art nr 4500063 | Art nr 4500065

Madrgistus ja pakendi

sisu 24 reaktsiooni | 96 reaktsiooni
Sinine HSV LC Master 2 x 12 rxns 8 x 12 rxns
ECTP® HSVT LC/RG/TM QS T 1 x 200 ul 1 x 200 yl
1 x 10* koopiat/ul
HSV1 LC/RG/TM QS 22 1 x 200 il 1 x 200 yl
1 x 10° koopiat /ul
HSV1 LC/RG/TM QS 3% 1 x 200 ul 1 x 200 ul
1 x 10? koopiat /ul
HSV1 LC/RG/TM QS 4% 1 x 200 il 1 x 200 yl
1 x 10" koopiat /ul
HSV2 LC/RG/TM QS T1x 1 x 200 ul 1 x 200 ul
1 x 10* koopiat /ul
HSV2 LC/RG/TM QS 2% 1 x 200 ul 1 x 200 ul
1 x 10° koopiat /ul
HSV2 LC/RG/TM QS 35 1 x 200 ul 1 x 200 yl
1 x 10? koopiat /ul
HSV2 LC/RG/TM QS 4% 1 x 200 ul 1 x 200 ul
1 x 10" koopiat /ul
HSV LC IC 1 x 1,000 ul 2 x 1,000 ul
Water (PCR grade) 1 x 1,000 ul 1 x 1,000 ul

(PCR-i kvaliteediga vesi)

X QS = kvantitatiivne standard
IC = sisemine kontroll

2. Sailitamine

Sailitage artus HSV-1/2 LC PCR Kiti komponente temperatuuril =15 °C kuni =30
°C, need sdilitavad stabiilsuse kuni etiketil ndidatud aegumiskuupdevani.
Valtige korduvat sulatamist ja kilmutamist (> 2 x), sest reagendi tundlikkus voib
vdheneda. Kui reagente kasutatakse vaid aeg-ajalt, kilmutage nad
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alikvootidena. Reagente véib +4 °C kraadi juures hoida maksimaalselt viis
tundi.

3. Vajalikud lisamaterjalid ja -seadmed
B Uhekordselt kasutatavad pulbrivabad kindad
DNA eraldamise komplekt (vt 8.1 DNA eraldamine)

M Pipetid (reguleeritavad)

B Steriilsed filtritega pipetiotsikud

M Keerissegur

B Lauatsentrifuug koos rootoriga 2 ml reaktsioonikatsutite jaoks

M Color Compensation Set (Roche Diagnostics, kataloogi nr 2 158 850)
Crosstalk Color Compensation faili installimiseks

M LightCycleri kapillaarid (20 ul)

M LightCycler Cooling Block (jahutusplokk)

M LightCycleri seade

M LightCycler Capping Tool (korkimisvahend)

4. Uldised ettevaatusabinéud

Kasutaja peab alati p6érama tdhelepanu jargmisele.
B Kasutage filtritega pipetiotsikuid.

M Sailitage ja ekstraheerige positiivne materjal (proovid, kontrollid ja
amplikonid) kéigist teistest reagentidest eraldi ja lisage nad
reaktsioonisegule eraldi ruumiosas (eelistatavalt eraldi ruumis).

B Sulotage enne analUisi alustamist kéik komponendid téielikult
toatemperatuuril.

B Segage Glessulanud komponente ja tsentrifuugige lGhidalt.

B Tootage kiirelt, kasutades jaad vai LightCycleri jahutusplokki.

5. Patogeeni kirjeldus

Lihtherpesviirus  (HSV) esineb  haavavedelikus, sllijes ja tupeeritises.
Ulekandumine toimub peamiselt ofsese kontakti kaudu haavadega véi
seksuaalvahekorra kaudu, samuti perinataalselt. HSV positiivsete  juhtude
tunnuseks on Uldjuhul naha- ja limaskestade haavandid suus ja suguelunditel.
HSV-ga nakatumine véib olla esmane (> 90% neist juhtudest on
asUmptomaatilised) vdéi korduv (teisene). Esmane HSV-1 infekisioon vadib
pShjustada muuhulgas igeme-suupdletikku, herpeetilist ekseemi,
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keratokonjunktiviiti ja entsefaliiti; esmane HSV-2 infekisioon véib véljenduda
muuhulgas  vulvovaginiidi, meningiidi  ja vastsindinu  generaliseerunud
herpesena. Teisese nakatumise esmased simptomid on nahahaavandid ninas,
suus ja  suguelundite  piirkonnas.  Veelgi  raskekujulisemad  on
keratokonjunktiviidi ja meningiidi korduvad vormid.

6. Reaalaja PCR-i pohiméte

Patogeeni kindlaksmddramine polimeraasi ahelreakisiooni (PCR) abil péhineb
patogeeni genoomi spetsiifiliste piirkondade amplifitseerimisel. Reaalaja
PCR-iga tuvastatakse amplifitseeritud produkt fluorestsentsvérvide abil. Need on
harilikult  seotud oligonukleotiidsondidele, mis seonduvad spetsiifiliselt
amplifitseeritud produktile. Flourestsentsi intensiivsuse jalgimine PCR-i t6&seeria
jooksul (s.o reaalajas) voéimaldab akumuleeruvat produkti tuvastada |ja

kvantifitseerida, ilma et peaks reakisioonikatsuteid pérast PCR-i uuesti avama
(Mackay, 2004).

7. Tootekirjeldus

Komplekt artus HSV-1/2 LC PCR Kit kujutab endast kasutusvalmis sisteemi 1. |a
2. t0Upi lihtherpesviiruse tuvastamiseks ja eristamiseks, kasutades poliumeraasi
ahelreakisiooni (PCR), millele j&rgneb sulamiskévera analGis LightCycleri
seadme abil. HSV LC Master sisaldab reagente ja ensiume lihtherpesviiruse
genoomi 148 ap pikkuse piirkonna spetsiifiliseks amplifitseerimiseks ja
spetsiifilise amplikoni otseseks tuvastamiseks LightCycleri seadme fluorimeetri
F2 kanalis. Lisaks sisaldab komplekt artus HSV-1/2 LC Kit tédiendavat
heteroloogset  amplifikatsioonisUsteemi  véimaliku ~ PCR-i  pdrssumise
kindlakstegemiseks. See tuvastatakse fluorimeetri F3 kanalis kui sisemine
kontroll (IC). AnalGitilise HSV PCR-i  avastamispiir (vt 11.1  AnalGUtiline
tundlikkus) ei vahene. Kahe alatiUbi eristamine teineteisest toimub selles
sUsteemis sondide spetsiifiliste sulamistemperatuuride pdéhjal. Sulamiskévera
etapis tuvastatakse signaal fluorimeetri F2 kanalis HSV-1 puhul 69 °C ja HSV-2
puhul 66 °C juures. Séltuvalt erinevatest ekstraktsioonitingimustest ja nende
vastavatest puhvertingimustest tulenevalt véivad need nditajad 1-2 °C piires
kéikuda, kuid koérvalekalle on mélema alatotbi puhul sama. Komplekti
kuuluvad positiivsed kontrollid (HSV1 LC/RG/TM QS 1-4 ja HSV2 LC/RG/TM
QS 1-4) vdéimaldavad tuvastada patogeeni nakkusastet. Tépsema teabe
saamiseks lugege peatikki 8.3 Kvantifitseerimine.

Tdhelepanu! Komplekti artus HSV-1/2 LC PCR Kit abil HSV-1 ja HSV-2
tuvastamise temperatuuriprofiil vastab komplektide artus EBV LC PCR
Kit, artus VZV LC PCR Kit ja artus CMV LC PCR Kit profiilidele. Seetottu
voib neid artus-sisteemi PCR-uuringuid ldbi viia ja analtUsida korraga.
Palun jérgige PCR-analGUsi kohta kdaivaid soovitusi peatUkkides 8.3
Kvantifitseerimine ja 9. AndmeanaliUs.
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8. Protokoll

8.1 DNA eraldamine

DNA eraldamise komplekte pakuvad erinevad tootjad. DNA eraldamise
protseduuriks vajaliku proovi suurus séltub kasutatavast meetodist. Palun
eraldage DNA proovist komplekti tootja juhiste kohaselt. Soovitame jargnevaid
nukleiinhappe (nh) eraldamise komplekte.

Proovi- Nh eraldamise  Kataloogi Kandur-
materjal komplekt number Tootja RNA
Seerum, QIAamp® 53 704 QIAGEN kuulub
plasma, CSF,  UltraSens® Virus komplekti
vatitikud Kit (50)

QIAamp DNA 51 304 QIAGEN ei kuulu

Mini Kit (50) komplekti
CSF EZ1® DSP Virus 62 724 QIAGEN kuulub

Kit (48)* komplekti

*Kasutamiseks kombineeritult BioRobot® EZ1 DSP Workstationiga (kataloogi nr 9001360) ja
viiruskaardiga EZ1 DSP Virus Card (kataloogi nr 9017707).

Tahtis mdarkus komplektide QlAamp UltraSens Virus Kit ja QlAamp DNA
Mini Kit kasutajatele.

B Ekstraheerimise tdhusus ja seega ka saadava DNA/RNA hulk séltub suurel
mééral kandur-RNA kasutamisest. Kui valitud nh eraldamise komplekt ei
sisalda kandur-RNA-d, soovitame rakuvabadest kehavedelikest ja véikese
DNA/RNA sisaldusega materjalist (nt CSF) nukleiinhapete eraldamiseks
kasutada lisaks kandurit (RNA-Homopolymer Poly(A), Amersham
Biosciences, kataloogi nr 27-4110-01) jargmiselt.

a) Resuspendeerige luofiliseeritud kandur-RNA ektrakisioonikomplekti
elueerimispuhvris (nt AE puhver komplektist QlAamp DNA Mini Kit) (drge
kasutage |0Usipuhvrit) ja valmistage lahus kontsentratsiooniga 1 ug/ul.
Jagage see kandur-RNA lahus nii mitmeks alikvoodiks, kui vajalikuks
peate, ja sailitage alikvoote —20 °C juures. Véaltige kandur-RNA
alikvootide korduvat Glessulatamist (> 2 x).

b) Kasutage 1 ug kandur-RNA-d 100 ul 10Gsipuhvri kohta. Naiteks kui
ekstraktsiooniprotokollis on ette néhtud 200 ul |GUsipuhvrit, lisage 2 ul
kandur-RNA-d (1 ug/ul) otse l0Usipuhvrisse. Enne iga
ekstraktsiooniprotsessi alustamist tuleb vdrskelt ette valmistada
|GUsipuhvri ja kandur-RNA (ja sisemise kontrolli, kui on asjakohane, vt
8.2 Sisemine kontroll) segu jGrgneva pipeteerimisskeemi kohaselt.
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Proovide arv 1 12

LGUsipuhver nt 200 ul nt 2400 ul
Kandur-RNA (1 ug/ul) 2 ul 24 ul
Kogumaht 202 ul 2424 ul
Maht ekstrakisiooni kohta 200 ul iga 200 ul

c) Ekstraktsiooniks kasutage vdrskelt valmistatud [GUsipuhvri ja kandur-RNA
segu viivitamata. Segu ei saili.

B Ekstraheerimise tdhusus ja seega ka saadava DNA/RNA hulk séltub olulisel
ma&dral kandur-RNA kasutamisest. QlAamp UltraSens Virus Kit komplekti
kuuluva kandur-RNA  stabiilsuse suurendamiseks soovitame [j@rgmist
protseduuri, mis erineb ekstrakisioonikomplekti kasutusjuhendis vélja
toodust:

d) Resuspendeerige lUofiliseeritud kandur-RNA  enne  ekstrakisiooni-
komplekti esimest kasutuskorda 310 ul komplekti kuuluvas elueerimis-
puhvris (l6ppkontsentratsioon 1 ug/ul, &rge kasutage [GUsipuhvrit).
Jagage see kandur-RNA lahus nii mitmeks alikvoodiks kui vajalikuks
peate ja sdilitage alikvoote -20 °C juures. Valtige kandur-RNA
alikvootide korduvat Glessulatamist (> 2 x).

e) Enne iga ekstrakisiooni alustamist tuleb varskelt ette valmistada
l6Usipuhvri ja kandur-RNA (ja sisemise kontrolli, kui on asjakohane, vt.
8.2 Sisemine kontroll) segu jargneva pipeteerimisskeemi kohaselt.

Proovide arv 1 12
LGUsipuhver AC 800 ul 9600 ul
Kandur-RNA (1 ug/ul) 5,6 67,2 1l
Kogumaht 805,6 ul 9667,2 ul
Maht ekstraktsiooni kohta 800 ul iga 800 ul

f) Ekstrakisiooniks kasutage vdrskelt valmistatud 10Usipuhvri ja kandur-RNA
segu viivitamata. Segu ei saili.

B Suurima tundlikkuse saavutamiseks komplektiga artus HSV-1/2 LC PCR Kit
soovitame elueerida DNA 50 ul elueerimispuhvris.

B Komplekt QIAamp UltraSens Virus Kit véimaldab  proovi
kontsentratsiooni suurendada. Kasutades muud proovimaterjali kui seerum
voi plasma, lisage proovile véhemalt 50% (v/v) negatiivset inimese
plasmat.
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B Eraldamisprotokollide puhul, kus on ette ndhtud etanoolisisaldusega
pesupuhvrite kasutamine, tuleb véimalike etanoolijadkide eemaldamiseks
proovi enne elueerimist lisaks veel Uks kord tsentrifuugida (kolm minutit, 13
000 rpm). Sellega véalditakse véimalikku PCR-i pé&rssumist.

B Arge kasutage komplekti artus HSV-1/2 LC PCR Kiti koos fenoolipshiste
eraldamismeetoditega.

Tdahtis markus komplekti EZ1 DSP Virus Kit kasutajatele.

B Ekstrakisiooni téhusus jo seega ka saadava DNA/RNA hulk séltub suurel
mééral kandur-RNA kasutamisest. Lisage sobiv kogus kandur-RNA-d
igale ekstrakisioonile, jérgides komplekti EZ1 DSP Virus Kit kasiraamatu
juhiseid.

Tahtis! Komplekti artus HSV-1/2 LC PCR Kit sisemist kontrolli véib kasutada
vahetult eraldamise protseduuris (vt 8.2 Sisemine kontroll).

8.2 Sisemine kontroll

Komplekti kuulub sisemine kontroll (HSV LC IC). See véimaldab kasutajal
kontrollida nii DNA eraldamise protseduuri kui ka voimalikku PCR-i
pdrssumist (vt joonis 1). Kasutades ekstraktsiooniks komplekti EZ1 DSP Virus
Kit, tuleb sisemine kontroll lisada, jargides EZT DSP Virus Kiti késiraamatu
juhiseid. Kasutades komplekti QIAamp UltraSens Virus Kit véi QlAamp DNA
Mini Kit, lisage sisemine kontroll eraldamisreaktsioonile vahekorras 0,1 ul / 1
ul elueerimismahu kohta. Naiteks kasutades komplekti QIAamp DNA Mini Kit
(QIAGEN), elueeritakse DNA 50 ul AE puhvris. Seega tuleb esialgu lisada 5 ul
sisemist kontrolli. Sisemise kontrolli kogus séltub Uksnes elueerimismahust.
Sisemise kontrolli ja kandur-RNA (vt 8.1. DNA eraldamine) véib lisada Uksnes

M [UUsipuhvri ja proovimaterjali segule véi
M ofse l0Usipuhvrile.

Sisemist kontrolli ei tohi lisada otse proovimaterjalile. LiUsipuhvrile lisamisel
pidage silmas, et sisemise kontrolli ja [GUsipuhvri / kandur-RNA segu tuleb
valmistada vérskelt ning kasutada kohe (vaid méni tund toatemperatuuril voi
kilmikus hoidmist véib viia sisemise kontrolli ebadnnestumiseni ja véhendada
ekstraktsiooni tdhusust). Sisemist kontrolli ja kandur-RNA-d ei tohi lisada otse
proovimaterjalile.

Sisemist kontrolli véib vajaduse korral kasutada ka véimaliku PCR-i
parssumise kontrollimiseks (vt joonis 2). Selleks lisage sisemist kontrolli 0,5 ul
reaktsiooni kohta otse 15 ul reagendile HSV LC Master. Iga PCR-i reaktsiooni
kohta kasutage 15 ul pdhisegu (master mix), mis on valmistatud eespool
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kirjeldatud viisil', ja lisage 5 ul puhastatud proovi. Kui te valmistate ette PCR-i
téoseeriat mitme prooviga, suurendage HSV LC Masteri ja sisemise kontrolli
mahtu proovide arvu jargi (vt 8.4 PCR-analtUsi ettevalmistamine).

Komplektid artus HSV-1/2 LC PCR Kit ja artus VZV LC PCR Kit sisaldavad
identset sisemist kontrolli (IC). Ka komplektid artus EBV LC PCR Kit ja artus CMV
LC PCR Kit sisaldavad identset sisemist kontrolli.

8.3 Kvantifitseerimine

Lisatud kvantitatiivseid standardeid (HSV1 LC/RG/TM QS 1-4 ja HSV2
LC/RG/TM QS 1-4) kasitletakse samamoodi ja samas mahus (5 ul) kui varem
puhastatud proove. Standardkévera loomiseks LightCycleri seadmel kasutage
nii HSV-1 kui ka HSV-2 kaéiki nelja kvantitatiivset standardit, defineerige need
Sample Loading Screenil (Proovi laadimise vaade) kui standardid ja sisestage
ettendhtud kontsentratsioonid (vt LightCycler Operator’s Manual, versioon 3.5,
ptk B, 2.4. Sample Data Entry). Sel viisil loodud standardkaverat véib kasutada
jGrgnevate tddseeriate juures eeldusel, et tédseerias kasutatakse vahemalt Ghte
antud kontsentratsiooniga standardit. Selleks tuleb importida enne loodud
standardkéver (vt LightCycler Operator’s Manual, versioon 3.5, ptk B, 4.2.5.
Quantitation with an External Standard Curve). See kvantifitseerimismeetod voib
aga erinevate PCR-i td8seeriate varieeruvuse tottu pdhjustada hélbeid
tulemustes.

Kui te integreerisite PCR-analUsi enam kui Uhe Herpes arfuse sUsteemi, tuleb
neid erinevaid sUsteeme analUUsida eraldi, kasutades vastavaid kvantitatiivseid
standardeid.

Ta&helepanu! Kvantitatiivsed standardid on defineeritud suhtarvuna koopiat/ul.
Standardkévera abil madratud vadrtuste konverteerimiseks nii, et neid saaks
esitada suhtarvuna koopiat/ml proovimaterjali kohta, sobib jargnev valem.

Tulemus (koopiat/ml) = Tulemus (koopiat/ul) x elueerimismaht (ul)

Proovi maht (ml)

Arvestage, et Ulaltoodud valemisse tuleb péhimétteliselt sisestada algne proovi
maht. Seda tuleb silmas pidada, kui proovi mahtu on muudetud enne
nukleiinhappe ekstraheerimist (nt mahtu on tsentrifuugimise teel véhendatud voi
eraldamiseks vajamineva mahu saavutamiseks on proovi mahtu suurendatud).

'Sisemise kontrolli lisamisest tingitud reaktsioonisegu mahu suurenemine ei ole
PCR-analiGUsi ettevalmistamisel téhtis. Tuvastussisteemi tundlikkus sellest ei
vahene.
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Tahtis! LightCycleri seadme artus-sisteemide kvantitatiivse analtGUsi juhend on
saadaval veebilehel www.giagen.com/Products/ByLabFocus/MDX
(Technical Note for quantitation on the LightCycler 1.1/1.2/1.5 or
LightCycler 2.0 Instrument).

8.4 PCR-analUuUsi ettevalmistamine

Veenduge, et jahutusplokk ja kapillaaride adapterid (LightCycleri seadme
tarvikud) on eeljahutatud +4 °C kraadini. Asetage soovitud arv LightCycleri
kapillaare jahutusploki adapteritesse. Veenduge, et iga PCR-i t66seeria kohta
on kaasatud véhemalt Gks kvantitatiivne standard (HSV1 LC/RG/TM QS 1-4 ja
HSV2 LC/RG/TM QS 1-4) ja Uks negatiivne kontroll (Water, PCR grade — PCR-i
kvaliteediga vesi). Kasutage igas PCR-i tdédseerias koiki  kvantitatiivseid
standardeid (HSV1 LC/RG/TM QS 1-4 ja HSV2 LC/RG/TM QS 1-4). Enne igat
kasutamist tuleb kdik reagendid taielikult Gles sulatada, segada (korduva Gles-
alla pipeteerimise véi kiire keeristamise teel) ja |Ghiajaliselt tsentrifuugida.

Kui te soovite kasutada sisemist kontrolli, et lisaks DNA eraldamise
protseduuri jdlgimisele kontrollida ka véimalikku PCR-i pdrssumist, siis
tuleb see lisada juba eraldamisel (vt 8.2 Sisemine kontroll). Sellisel juhul jargige
alltoodud pipeteerimisskeemi (Glevaatlikku skeemi vt joonis 1).

Proovide arv 1 12
1. Pohisegu (master mix) HSV LC Master 15 ul 180 ul
tt Imist i
ettevalmistamine HSV LC IC 0l 0l
Kogumaht 15ul 180 ul
2. PCR-analUusi Péhisegu 15ul 15 uliga
ettevalmistamine )
Proov 5ul 5uliga
Kogumaht 20 ul - 20 uliga
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Kui te soovite kasutada sisemist kontrolli Gksnes selleks, et kontrollida
voimalikku PCR-i pdrssumist, siis tuleb see lisada otse reagendile HSV LC
Master. Sellisel juhul jargige alltoodud pipeteerimisskeemi (Ulevaatlikku skeemi
vt joonisel 2):

Proovide arv 1 12
1. Pohisegu (master mix) HSV LC Master 15 ul 180 ul
Imistami

ettevalmistamine HSV LC IC 0,5 6 ul

Kogumaht 15,5ul* 186 ul*

2. PCR-analGusi Master Mix 15ul* 15 uliga
ettevalmistamine :

Proov 5 ul 5 ul iga

Kogumaht 20l 20 ul iga

* Sisemise kontrolli lisamisest tingitud reakisioonisegu mahu suurenemine ei ole PCR-analGusi
ettevalmistamisel téhtis. Tuvastussiisteemi tundlikkus ei véhene.

Pipeteerige 15 ul pohisegu iga kapillaari plastist reservuaari. Seejarel lisage 5
ul elueeritud proovi DNA-d. Kasutage positiivse kontrollina vastavalt 5 ul
véhemalt Ghte kvantitatiivset standardit (HSV1 LC/RG/TM QS 1-4 ja HSV2
LC/RG/TM QS 1-4) ja negatiivse kontrollina 5 ul PCR-kvaliteediga vett (Water,
PCR grade). Sulgege kapillaarid. Segu liikumiseks plastreservuaarist kapillaari
tsentrifuugige kapillaare sisaldavaid adaptereid lauatsentrifuugis kimme
sekundit kiirusel maksimaalselt 400 x g (2000 rpm).
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Sisemise kontrolli lisamine puhastamisprotseduuris.

Joonis 1. Tédvoo skeem puhastamisprotseduuri ja PCR-i pérssumise kontrolliks.

*Veenduge, et kdik lahused on téielikult Gles sulanud, hoolikalt segatud ja lGhiajaliselt
tsentrifuugitud.
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Sisemise kontrolli lisamine reagendile artus Master.

Joonis 2. Tédvoo skeem PCR-i pérssumise kontrolliks.

*Veenduge, et kdik lahused on téielikult Gles sulanud, hoolikalt segatud ja Ghiajaliselt
tsentrifuugitud.
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8.5 Seadme LightCycler programmeerimine
Lihtherpesviiruse DNA tuvastamiseks looge oma LightCycleri seadmel
temperatuuriprofiil j@rgneva viie punkti kohaselt (vt joonised 3 - 7).

A. Hot-starti ensG0mi algne aktiveerimine, joonis 3
B. Touchdowni etapp, joonis 4

C. DNA amplifitseerimine, joonis 5

D. Sulamiskéver, joonis 6

E. Jahutamine, joonis 7.

Péérake erilist tdhelepanu seadetele Analysis Mode (AnalUUsireziim), Cycle
Program Data (TsUkli programmi andmed) ja Temperature Targets
(Temperatuuri sihtmérgid). Need seaded on joonisel jdmeda musta raamiga
esile toodud. Lisateavet LightCycleri seadme programmeerimise kohta leiate
seadme kasutusjuhendist LightCycler Operator’s Manual.

g Cycle Program Datal Analysis Mode 2
| o Quantification r—
Cycles| 1 I!l Melting Curves

Temperature |argets

Target Temperature (‘CI)]
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C/ s)

|'Secondary Target Temperature (°C)

Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
I—Acquisitiun Mode

00 20000 [Sloo [0 |G NONE [T G
. ml0 4100 (210 Iy "

Joonis 3. Hot-starti ensGUmi algne aktiveerimine.
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e
’ [Cycle Program Data Analvsis Mode T 2
. L Quantification e
oy 0}
emperature largets
Target Temperature ('C)

Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ("C/ s)
Secondary Target Temperature ('C)
Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
’7 |—Acquisitinn Mode

95 155 [8l000/50 (500 |30 B/ NONE |5 G

Joonis 4. Touchdowni etapp.

ICycle Program Data

1 — = 2
— a Quantification p—
Cycles|| 40 = Melting Curves

‘Temperature [argets
Target Temperature ('C)
Incubation Time (hrs:min:sec
Temperature Transition Rate ('C/s)
Secondary Target Temperature ('C)
Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
|—Acqu1$|hon Mode

Joonis 5. DNA amplifitseerimine
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1 oyees 12

Cycle Program Data Analysis Mode|

Melting Curves

Temperature Targets
Target Temperature ('C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C/ s)
Secondary Target Temperature (°'C)
Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
r [ Acquisition Mode

@f=F_Ezolo Eoo o vov @

@ o Bov

Joonis 6. Sulamiskéver.

Cycle Program Dat Analysis Mode I
iy Cuantification
———————————————
Temperature Targets
Target Temperature ('C)

Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ("C/ s)

|'SecondaryTargetTemperolure ('C)

Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
[—Acquisition Mode

2000 (50 [3l00 [0 [5/NONE Hﬁl

Joonis 7. Jahutamine.

9. AndmeanalUuUs

Mitmevarvilise analGUsi korral tekib fluorimeetris kanalite vaheline interferents.
LightCycleri seadme tarkvara sisaldab nende interferentside kompenseerimiseks

faili Color Compensation File (Varvuse kompenseerimise fail). Avage see fail
enne PCR-i, selle ajal voi 16pus, klépsates nupul Choose CCC File (Vali CCC
fail) véi Select CC Data (Vali CC andmed). Kui Color Compensation File ei ole
installitud, looge see fail kasutusjuhendi LightCycler Operator’s Manual

juhistele. Parast faili Color Compensation File aktiveerimist ilmuvad fluorimeetri
kanalites F1, F2 ja F3 eraldi signaalid. Komplekti artus HSV-1/2 LC PCR Kit abil

saadud PCR-i tulemuste analGUsiks valige ekraanil vastavalt analGdtilise HSV

Komplekti artus® HSV-1/2 LC PCR Kit k&siraamat 02.2015
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PCR-i jaoks F2/Back-F1 ja sisemise kontrolli PCR-i jaoks F3/Back-F1.
Kvantitatiivsete 166seeriate analGiUsimiseks jdrgige juhiseid, mis on vélja toodud
peatikis 8.3 Kvantifitseerimine, ja tehnilises mérkuses kvantifitseerimise
kohta seadmel LightCycler 1.1/1.2/1.5 voi LightCycler 2.0 veebilehel
www.giagen.com/Products/ByLabFocus/MDX.

Kui te integreerisite PCR-analGisi enam kui Ghe Herpes artuse sisteemi,
analiiUsige neid erinevaid sUsteeme eraldi, kasutades vastavaid
kvantitatiivseid standardeid. See kehtib ka kahe HSV alatoibi analGUsi
kohta. HSV-1 proovide kvantifitseerimisel tuleb seega kasutada HSV-1
standardite (HSV1 LC/RG/TM QS 1-4) abil loodud standardkoverat ja
HSV-2 puhul vastavalt HSV-2 standardite (HSV2 LC/RG/TM QS 1-4) abil
loodud standardkéverat.

Véimalikud tulemused
1. Signaal fluorimeetri kanalis F2/Back-F1.
AnalGisi tulemus on positiivne: proov sisaldab HSV DNA-d.

Sellisel juhul pole signaali tuvastamine F3/Back-F1 kanalis vajalik, sest
HSV DNA algsed suured kontsentratsioonid (positiivne signaal F2/Back-
F1 kanalis) véivad pdhjustada sisemise kontrolli fluorestsentssignaali
vdhenemist voi kadu F3/Back-F1 kanalis (konkurents).

HSV-1 ja HSV-2 amplikonide vahel saab vahet teha
sulamispunktide pohjal (kanal F2/Back-F1, programm melting
curve (Sulamiskoéver)); see peab olema 69 °C HSV-1 puhul ja 66 °C
HSV-2 puhul. Soltuvalt erinevatest ekstrakisioonitingimustest ja
nende vastavatest puhvertingimustest véivad need ndaitajad 1-2 °C
piires koikuda, kuid korvalekalle on mélema alatiibi puhul sama.

2. Signaal fluorimeetri kanalis F2/Back-F1 puudub. Samas on tuvastatav
sisemise kontrolli signaal F3/Back-F1 kanalis.

HSV DNA ei ole proovis tuvastatav. Tulemust véib lugeda negatiivseks.

Negatiivse HSV PCR-i puhul vélistab tuvastatud sisemise kontrolli signaal
PCR-i pérssumise.

3. F2/Back-F1 ega F3/Back-F1 kanalis ei ole signaal tuvastatav.
Diagnoosi ei ole voimalik médrata.

Teavet voimalike vigade allikate ja lahenduste kohta vaib leida peatikis
10. Térkeotsing.

Vit naiteid positiivsete ja negatiivsete PCR-i reaktsioonide ning eristamisel
kasutatavate sulamiskéverate kohta joonistel 8-12.
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Joonis 8. Kvantitatiivsete standardite (HSV1 LC/RG/TM QS 1-4) tuvastamine fluorimeetri
kanalis F2/Back-F1. NTC: nontemplate control (negatiivne kontroll).
Bopiz

0.011—

001+

Joonis 9. Sisemise kontrolli (IC) tuvastamine fluorimeetri kanalis F3/Back-F1 jo samaaegne
kvantitatiivsete standardite (HSV1 LC/RG/TM QS 1-4) amplifitseerimine. NTC: nontemplate
control (negatiivne kontroll).
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Joonis 10. Kvantitatiivsete standardite (HSV2 LC/RG/TM QS 1-4) tuvastamine fluorimeetri
kanalis F2/Back-F1. NTC: nontemplate control (negatiivne kontroll).
Boma
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Joonis 11. Sisemise kontrolli (IC) tuvastamine fluorimeetri kanalis F3/Back-F1 ja samaaegne
kvantitatiivsete standardite (HSV2 LC/RG/) amplifitseerimine.
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Joonis 12. HSV-1 ja HSV-2 eristamine fluorimeetri kanalil F2/Back-F1 (Programm Melting
Curve (Sulamiskéver)).

10. Torkeotsing

Fluorimeetri kanalis F2/Back-F1 puudub positiivsete kontrollide (HSV1
LC/RG/TM QS 1-4 ja HSV2 LC/RG/TM QS 1-4) signaal.

M PCR-i andmeanaltUsiks valitud fluorimeetri kanal ei vasta protokollile.

=» AndmeanalUsi tegemiseks valige analUdtilise HSV PCR-i jaoks
fluorimeetri kanal F2/Back-F1 ja sisemise kontrolli PCR-i jaoks
F3/Back-F1.

W LightCycleri seadme temperatuuriprofiili ebakorrekine programmeerimine.

> Vorrelge temperatuuriprofiili protokolliga (vt 8.5 LightCycleri seadme
programmeerimine).

M PCR-i ebakorrekine konfiguratsioon.

=» Kontrollige punkthaaval Gle oma t66voog, kas kéik vastab

pipeteerimisskeemile (vt 8.4 PCR-i ettevalmistamine) ja vajaduse korral
korrake PCR-i.

B Komplekti Ghe véi enama komponendi sailitamistingimused ei vasta
peatUkis 2. Sdilitamine antud juhistele véi on komplekt artus HSV-1/2 LC
PCR Kit aegunud.

=» Kontrollige sailitamistingimusi ja reagentide aegumistdhtaega (vt
komplekti etiketti) ning kasutage vajaduse korral uut komplekti.
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Sisemise kontrolli signaal fluorimeetri kanalis F3/Back-F1 on nérk véi
puudub ja samas puudub signaal kanalis F2/Back-F1.

B PCR-i tingimused ei vasta protokollile.

=» Kontrollige PCR-i tingimusi (vt eespoolt) ja vajaduse korral korrake PCR-i
parandatud seadetega.

M PCR oli pérssunud.

=» Veenduge, et te kasutate soovitatud eraldamismeetodit (vt 8.1 DNA
eraldamine) ja jérgige tépselt tootja juhiseid.

=» Veenduge, et DNA eraldamise kaigus tsentrifuugisite proovi enne
elueerimist veel Uks kord, et eemaldada véimalikud etanoolijadgid (nagu
soovitatud peatikis 8.1 DNA eraldamine).

B DNA kadu ekstraktsiooni kdigus.

=» Kui ekstrakisioonisegule on lisatud sisemine kontroll, viitab sisemise
kontrolli signaali puudumine DNA kaole ekstraheerimise kéigus.
Veenduge, et te kasutate soovitatud eraldamismeetodit (vi 8.1 DNA
eraldamine) ja jérgige tépselt tootja juhiseid.

B Komplekti Ghe véi enama komponendi sailitamistingimused ei vasta
peatUkis 2. Sdilitamine antud juhistele véi on komplekt artus HSV-1/2 LC
PCR Kit aegunud.

=» Kontrollige séilitamistingimusi ja reagentide aegumistéhtaega (vt
komplekti etiketti) ning kasutage vajaduse korral uut komplekti.

Negatiivsete kontrollide signaalid analGitilise PCR-i fluorimeetri kanalis
F2/Back-F1.

B PCR-i ettevalmistamine kdigus toimus saastumine.
=» Korrake PCR-i uute reagentidega, paralleelproovidega.

=» Véimaluse korral sulgege PCR-i katsutid vahetult péarast analtUsitava
proovi lisamist.

=» Pipeteerige positiivsed kontrollid alati viimasena.

=» Veenduge, et t66ruume ja seadmeid puhastatakse saastusest
korrapdraste ajavahemike tagant.

B Ekstrakisiooni kdigus toimus saastumine.

=» Korrake analUUsitava proovi ekstrakisiooni ja PCR-i kasutades uusi
reagente.

=» Veenduge, et té6ruume jo seadmeid puhastatakse saastusest
korrapéraste ajavahemike tagant.

Kui teil on lisakUsimusi voi esineb probleeme, vétke Ghendust meie tehnilise
toega.
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11. Tehnilised andmed

11.1 AnalGutiline tundlikkus

Komplekti artus HSV-1/2 LC PCR Kit analtitilise tundlikkuse kindlakstegemiseks
valmistati ette standardlahuste seeria vahemikus 31,6 kuni nominaalne 0,01
HSV-1 ja HSV-2 koopia ekvivalenti 2/ul ning tehti analtts komplekti artus HSV-
1/2 LC PCR Kit abil. Katse viidi labi kolmel erineval péeval kaheksa
paralleelprooviga.  Tulemused madrati  kindlaks  probitanalGisi  abil.
ProbitanalGUsi on kujutatud joonistel 13 ja 14. Komplekti artus HSV-1/2 LC PCR
Kit analGutiline avastamispiir on HSV-1 ja HSV-2 puhul pusivalt 1 koopia/ul (p
= 0,05). See tdhendab, et 1 koopia/ul tuvastatakse 95%-lise tdendosusega.

ProbitanalUus: lihtherpesviirus 1 (LightCycler)

0.02331 2 1 copy/ul (95%)

Proportions

3,00 200 1,00 0,00 1,00 200
log (dose)

Joonis 13. Komplekti artus HSV-1/2 LC PCR Kit (HSV-1) analtutiline tundlikkus.

2 Standardiks on kloneeritud PCR-i produkt, mille kontsentratsioon on kindlaks méératud
neeldumis- ja fluorestsentsspekiroskoopia abil.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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ProbitanalUus: lihtherpesviirus 2 (LightCycler)

0.03291 £ 1 copy/ul (95%)

Proportions

-3.00 1,00

200
log {dose)

Joonis 14. Komplekti artus HSV-1/2 LC PCR Kit (HSV-2) analtitiline tundlikkus.

11.2  Spetsiifilisus

Komplekti artus HSV-1/2 LC PCR Kit spetsiifilisus on tagatud eelkdige praimerite
ja sondide valikuga ning rangete reaktsioonitingimuste valikuga. Praimereid ja
sonde analOUsiti, voérreldes nende jarjestusi geenipankades avaldatud
jGriestustega, et kontrollida véimalike homoloogiate olemasolu. Seega on
tagatud kaikide tahtsate tivede tuvastamine.

Lisaks  valideeriti  spetsiifilisus 30 erineva HSV  suhtes negatiivse
tserebrospinaalvedeliku proovi abil. Nende puhul ei tuvastatud HSV LC
Masterisse kuuluvate HSV spetsiifiliste praimerite ja sondide kasutamisel Uhtegi
signaali.

Komplekti artus HSV-1/2 LC PCR Kit spetsiifilisuse kindlakstegemiseks kontrolliti
iGrgnevas tabelis (vt tabel 1) loetletud kontrollrGhma  ristreaktiivsuse suhtes.
Ukski testitud patogeenidest polnud reaktiivne.
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Tabel 1. Komplekti spetsiifilisuse kontroll potentsiaalselt ristreaktiivsete
patogeenide suhtes.

HSV-1/2 Sisemine kontroll

KontrollrGhm (F2/Back-F1) (F3/Back-F1)
Inimese herpesviirus 3 - +
(Varicella zoster'i viirus)

Inimese herpesviirus 4 (Epsteini-Barri _ +
viirus)

Inimese herpesviirus 5 - +

(tsitomegaloviirus)
Inimese herpesviirus 6 A -
Inimese herpesviirus 6 B -

Inimese herpesviirus 7 -

+ o+ + o+

Inimese herpesviirus 8 (Kaposi -
sarkoomiga seostatud herpesviirus)

11.3Tapsus

Komplekti artus HSV-1/2 LC PCR Kit tdpsust iseloomustavad andmed
voimaldavad madrata kindlaks analGisi kogudispersiooni. Kogudispersioon
sisaldab analGUsisisest varieeruvust (sama kontsentratsiooniga proovide
mitme tulemuse varieeruvust sama eksperimendi kdigus), analGisidevahelist
varieeruvust (erinevate operaatorite poolt erinevatel sama tGUpi seadmetel
samas laboratooriumis lébi viidud analGUsi mitme tulemuse varieeruvus) ja
partiidevahelist varieeruvust (analGUsi  mitme tulemuse varieeruvus,
kasutades erinevaid partiisid). Saadud andmeid kasutati spetsiifilise patogeeni
ja sisemise kontrolli PCR-i standardhdlbe, dispersiooni ja variatsioonikoefitsiendi
kindlaksmé&aramiseks.

Komplekti artus HSV-1/2 LC PCR Kit tépsust iseloomustavad andmed on
kogutud, kasutades véikseima kontsentratsiooniga kvantitatiivset standardit (QS
4; 10 koopiat/ul). Katse viidi labi kaheksa paralleelprooviga. Tdpsust
iseloomustavate  andmete arvutamine pdhines  amplifikatsioonikéverate
Ct-vaartustel (Ct: lavetsukkel, vt tabel 2 / tabel 4). Veel maarati kvantitatiivsete
tulemuste tdpsust iseloomustavad andmed suhtarvuna koopiat/ul, kasutades
vastavaid Ct-v@drtusi (vt tabel 3 / tabel 5). Neil tulemustel pdhinevana on iga
antud proovi Uldine statistiline hajuvus eelmainitud kontsentratsioonil 1,67%
(Ct; HSV-1) ja 1,95% (Ct; HSV-2) véi 20,66% (konts., HSV-1) ja 22,42% (konts.,
HSV-2), sisemise kontrolli tuvastamiseks 1,23% (Ct; HSV-1) ja 1,04% (Ct; HSV-
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2). Need vdadartused poéhinevad koikide Uksikvadrtuste kindlaksmadratud
varieeruvuste summal.

Tabel 2. Ct-vadrtustel péhinevad HSV-1 tapsust iseloomustavad
andmed.

Dispersioo Variatsiooni-

Standardhdlve n kordaja [%]
AnalUUsisisene varieeruvus: 0,27 0,07 1,13
HSV1 LC/RG/TM QS 4
AnaluUsisisene varieeruvus: 0,03 0,00 0,23
Sisemine kontroll
AnaltUsidevaheline 0,39 0,15 1,66

varieeruvus:
HSV1 LC/RG/TM QS 4
AnaliGusidevaheline 0,12 0,01 0,99

varieeruvus:

Sisemine kontroll

Partiidevaheline varieeruvus: 0,41 0,17 1,72
HSV1 LC/RG/TM QS 4

Partiidevaheline varieeruvus: 0,17 0,03 1,40
Sisemine kontroll

Koguvarieeruvus: 0,39 0,15 1,67
HSV1 LC/RG/TM QS 4

Koguvarieeruvus: 0,15 0,02 1,23

Sisemine kontroll
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Tabel 3. Kvantitatiivsetel tulemustel (suhtarvuna koopiat/ul) péhinevad
HSV-1 tapsust iseloomustavad andmed.

Standardhdlv Dispersioo Variatsiooni-
e n kordaja [%]

AnalUUsisisene varieeruvus: 1,76 3,08 17,34
HSV1 LC/RG/TM QS 4
Analbusidevaheline 2,02 4,08 19,82
varieeruvus:
HSV1 LC/RG/TM QS 4
Partiidevaheline varieeruvus: 2,37 5,64 23,10
HSV1 LC/RG/TM QS 4
Koguvarieeruvus: 2,11 4,46 20,66
HSV1 LC/RG/TM QS 4
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Tabel 4. Ct-vadrtustel péhinevad HSV-2 tapsust iseloomustavad
andmed.

Standardhdlv Dispersioo Variatsiooni-

Lihtherpesviirus - 2 e n kordaja [%]
AnalUUsisisene varieeruvus: 0,22 0,05 0,90
HSV2 LC/RG/TM QS 4

AnalGUsisisene varieeruvus: 0,04 0,00 0,33

Sisemine kontroll

AnalUuside-vaheline 0,62 0,38 2,51
varieeruvus:

HSV2 LC/RG/TM QS 4

Analbusidevaheline 0,12 0,01 0,98
varieeruvus:

Sisemine kontroll

Partiidevaheline varieeruvus: 0,38 0,14 1,52
HSV2 LC/RG/TM QS 4

Partiidevaheline varieeruvus: 0,14 0,02 1,12
Sisemine kontroll

Kogu varieeruvus: 0,48 0,23 1,95
HSV2 LC/RG/TM QS 4

Koguvarieeruvus: 0,13 0,02 1,04

Sisemine kontroll
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Tabel 5. Kvantitatiivsetel tulemustel (suhtarvuna koopiat/ul) péhinevad
HSV-2 tapsust iseloomustavad andmed.

Standard- Dispersi-  Variatsiooni
Lihtherpesviirus - 2 halve oon kordaja [%]
AnalUUsisisene varieeruvus: 1,39 1,94 13,82
HSV2 LC/RG/TM QS 4
AnaltUsidevaheline 2,86 8,20 27,46
varieeruvus:
HSV2 LC/RG/TM QS 4
Partiidevaheline varieeruvus: 1,96 3,85 19,27
HSV2 LC/RG/TM QS 4
Koguvarieeruvus: 2,30 5,31 22,42

HSV2 LC/RG/TM QS 4

11.4Robustsus

Robustsuse kontroll véimaldab kindlaks médrata komplekti artus HSV-1/2 LC
PCR Kit kogu térkemddra. 30 HSV suhtes negatiivset tserebrospinaalvedeliku
proovi tembiti elueerimislahusega, mis sisaldas HSV-1 kontroll-DNA-d, mahus
3 koopiat/ul (kolmekordne avastamispiiri kontsentratsioon). Parast
ekstraheerimist komplektiga QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN; vt 8.1 DNA
eraldamine) analGUsiti neid proove komplekti artus HSV-1/2 LC PCR Kit abil.
HSV-2 analtus viidi 1dbi samamoodi (30 tserebrospinaalvedeliku proovi, 3
koopiat/ul HSV-2 kontroll-DNA-d). Kéikide HSV-1 ja HSV-2 proovide térkemdadr
oli 0%. Lisaks hinnati 30 HSV suhtes negatiivse tserebrospinaalvedeliku proovi
puhastamise ja analUUsi teel sisemise kontrolli robustsust. Kogu térkeméér oli
0%. Parssumist ei tdheldatud. Komplekti artus HSV-1/2 LC PCR Kit robustsus on
> 99%.

11.5Taastatavus

Taasteandmed véimaldavad pidevalt hinnata komplekti artus HSV-1/2 LC PCR
Kit tulemuslikkust ja selle tdhusust vorreldes teiste toodetega. Need andmed on
saadud kindlates péadevusprogrammides osalemisel.

11.6Diagnostiline hindamine

Komplektiga artus HSV-1/2 LC PCR Kit viiakse kéesoleval ajal labi
hindamisuuringute seeriat.
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12. Toote kasutuspiirangud
B Koaiki reagente voib kasutada Uksnes in vitro diagnostikaks.

B Toodet voib késitseda Uksnes spetsiaalselt in vitro diagnostika
protseduuride osas véljadppe saanud personal.

B Optimaalsete PCR-i tulemuste saavutamiseks on tahtis kasutusjuhendis
vdlja toodud juhiste range j@rgimine.

W Tahelepanu tuleb pdodrata kéigi komponentide karpidele ja etikettidele
trokitud aegumistéhtaegadele. Arge kasutage kélblikkusaja Uletanud
komponente.

13. Ohutusteave

Komplekti artus HSV-1/2 LC PCR Kit ohutusteave on saadaval vastaval
ohutuskaardil (SDS), mille leiate mugava ja kompaktse PDF-formaadis faili
kujul veebilehelt www.giagen.com/safety.

14. Kvaliteedikontroll

QIAGEN-i ISO 9001 ja ISO 13485 sertifikaadiga kvaliteedihalduse sisteemi
kohaselt on iga komplekti artus HSV-1/2 LC PCR Kit partiid testitud eelnevalt
méératud nduete kohaselt, et tagada toote Uhtlane kvaliteet.

15. Viited

(1) Mackay IM. Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin. Microbiol.
Infect. 2004; 10 (3): 190 - 212.

(2) Whiley DM, Syrmis MW, Mackay IM, Sloots TP. Preliminary comparison of
three LightCycler PCR assays for the detection of Herpes Simplex virus in swab
specimens. Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 2003; 22: 764 — 767.
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Komplekt artus HSV-1/2 LC PCR Kit
Kaubamérgid ja vastutusest lahtiGtlemised

QIAGEN®, QIAamp®, artus®, BioRobot®, EZ1®, UltraSens® (QIAGEN Group); Light Cycler® (Roche Diagnostics).

Seadus kaitseb ké&esolevas dokumendis kasutatud registreeritud nimetusi, kaubamérke jne, ka juhul, kui need ei ole kaubamérkidena téhistatud.

artus HSV-1/2 LC PCR Kit, BioRobot EZ1 DSP Workstation ja EZ1 DSP Virus Kit ja Card on Euroopa in vitro diagnostika meditsiiniseadmete direkfiivi
98/78/EU kohaselt CE-vastavusmérgisega diagnostikaseadmed. Need ei pruugi olla kéttesaadavad kaigis riikides.

QlAamp Kiti komplektid on méeldud laboratoorseks kasutamiseks. Uhtegi véidet vai kirjeldust, mis annaks teavet haiguse diagnoosi, ennetamise voi
ravi kohta, ei ole kavatsetud esitada.

artus PCR Kiti komplektide ostuga kaasneb piiratud litsents nende kasutamiseks polimeraasi ahelreaktsiooni (PCR) protsessi I&biviimiseks inimeste ja
veterinaardiagnostikas in vitro koos termotsikleriga, mille kasutamine automatiseeritud PCR-i protsessi labiviimisel kaetakse ettemakstava
litsentsitasuga makse ndol Applied Biosystemsile véi ostu kaigus, st autoriseeritud termotsikleriga. PCR-i protsess on patendidigustega kaitstud
vélisriikide analoogidega USA patentidele nr 5 219 727, 5322 770,5 210015, 5 176 995, 6 040 166, 6 197 563, 5 994 056, 6 171785, 5
487 972, 5 804 375, 5 407 800, 5310 652 ja 5 994 056, mille omanik on F. Hoffmann-La Roche Ltd.

© 2007-2015 QIAGEN, kéik digused kaitstud.
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